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Resumen

Un estudio preliminar de identificacion de bacterias presentes en el compartimiento 1 de
alpacas Huacaya fue realizado. Fragmentos de 728 bases del gen 16S rDNA fueron
amplificados mediante PCR. Los productos de PCR fueron clonados en un vector de
expresion PGEM-T (Promega), transformados en Escherichia coli JIM109 y secuenciados en
un analizador genético ABI 3130. El analisis de 32 secuencias del gen 16S rDNA indicaron
altos grados de similaridad (> 95%, > e-140) con secuencias de bacterias previamente
descritas en bases de datos del GeneBank, Blast server for bacterial identification,
Ribosomal database project y BiBi database. Sin embargo, un 25 % de las secuencias no
mostraron similaridad con secuencias bacterianas descritas previamente. Los resultados
indican la presencia de Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus bromi, Clostridium
thermocellum, Succiniclasticum ruminis, Sporobacter termitidis, Fastidiosipila sanguinis y
sugieren la presencia de bacterias no descritas a la fecha en el compartimiento 1 de la alpaca.

Abstract

A preliminary study on identification of bacteria present in compartment 1 of Huacaya
alpacas was performed. Fragments of 728 bases of 16S rDNA gene were amplified using
PCR. PCR products were cloned into an pGEM-T (Promega) expression vector, transformed
into Escherichia coli IM109 and sequenced in an ABI 3130 Genetic Analyzer. The analysis
of 32 16S rDNA sequences indicated a high degree of similarity (> 95% ,> e-140) with
sequences of bacteria previously described in the GenBank database, Blast server for
bacterial identification, Ribosomal Database Proyect and BiBi database. However, 25 % of
sequences do showed similarity with any bacterial sequences described in bacterial database.
The results indicate presence of Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus bromi,
Clostridium thermocellum, Succiniclasticum ruminis, Sporobacter termitidis, Fastidiosipila
sanguinis and suggest the presence of bacteria not yet described in the alpaca compartment
1.

Introduccion
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ribosomal 16S [1,2]. El gen ribosomal 16S se
encuentra presente en todos los genomas

La caracterizacion de la  microbiota .
) . . , . bacterianos, es altamente conservado y posee

gastrointestinal en animales domésticos es la ;, .

. una extension de aproximadamente 1.5 Kb
primera etapa en el desarrollo de . .

. , . .., [1].  Su estructura incluye regiones
biotecnologias aplicadas a la nutricion .

mal conservadas y altamente variables
animal.

Tradicionalmente la microbiota bacteriana ha
sido estudiada mediante cultivo, lo cual
requeria una intensa labor e informacion
sobre requerimientos nutricionales y de
crecimiento bacterianos. Estos métodos han
sido sustituidos por técnicas moleculares,
basadas en la  amplificacion y
secuenciamiento de fragmentos del gen
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intercaladas, lo cual permite la identificacion
de géneros y especies bacterianas mediante la
amplificacion y secuenciamiento del gen
[10].

La caracterizacion molecular de la microflora
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bacteriana se ha realizado con éxito en
diferentes especies domesticas, como perros
[3] conejos [4], ganado bovino [5]; sin
embargo, se carece de reportes sobre especies
bacterianas presentes en el compartimiento 1
de la alpaca.

2. Materiales y Método

ADN plasmidico fue extraido de 50 clonas
mediante Miniprep Plasmid DNA (Promega)
y se amplificaron los fragmentos insertados
mediante PCR. Los insertos fueron
secuenciados en ambas direcciones (5’ - 3"y
3" - 5 usando ABI PRISM Big Dye
Terminador Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit y un secuenciador automaético
ABI PRISM 3130 Genetic Analyser®.

La edicion de las secuencias y alineamiento
se realizd6 mediante Mega v4.0 [9]. Las
secuencias de ADN fueron comparadas
directamente con las bases de datos del
GeneBank mediante el uso del programa

BLASTN (www.ncbi.nih.nlm.gov), Blast
server for bacterial identification
(www.bioinfo.unice.fr/blast/), Ribosomal

database project
(http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch
intro.jsp) y BiBi database (http://umr5558-
mgq1.univ-lyonl.fr/qm?page=BibiDataBases)
para identificar género y especie bacteriano
en base a la similitud de secuencia (>95%), e-
value (e-140) y a su origen filogenético [10].

3. Resultados y Discusion

Un total de 32 secuencias Unicas de un
fragmento de 728 bp del gen 16S rDNA
fueron obtenidas a partir de 50 colonias
picadas y secuenciadas. El analisis de las 32
secuencias del gen 16S rDNA permitieron la
identificacion de bacterias en base a la
similitud de secuencias, e-value y a origen
filogenético [10]. Se identificaron 7 especies
bacterianas previamente descritas en bases de
datos del GeneBank, Blast server for bacterial
identification, Ribosomal database project y
BiBi database:  Succiniclasticum ruminis
(X81137; e-176; 95% similitud),
Sporobacter_termitidis (Z49863; e-143; 96%
similitud), Fastidiosipila sanguinis (e-156,
95% similitud), Ruminococcus flavefaciens
(AMO915271;  e-166;  95%  similitud),
Ruminococcus bromi (L76600 ; e-174; 94%
similitud) y Clostridium thermocellum
(FJ599513; e-141; 95% similitud). Sin
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embargo, un 25% de las secuencias no
mostraron  similitud  con  secuencias
bacterianas (< 86% similitud, < e-80)
descritas previamente.

4. Conclusiones

Los resultados preliminares indican la
presencia de Ruminococcus flavefaciens,
Ruminococcus bromi, Clostridium
thermocellum, Succiniclasticum  ruminis,
Sporobacter  termitidis, Fastidiosipila
sanguinis y sugieren la presencia de
bacterias no descritas a la fecha en el
compartimiento 1 de la alpaca. Se
recomienda continuar con el secuenciamiento
de mas clonas a partir de la biblioteca de
genes 16S rDNA elaborada.
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